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Abstract
誗 AIM: To observe influence of gross saponins from
tribulus terrestris L (GSTT) on SOD activity and MDA
content for chronic high intraocular pressure in rabbit,
and discusses the retina oxidative damage inhibition on
chronic high intraocular pressure model of rabbit.
誗 METHODS: Totally 24 healthy New Zealand rabbits
were randomly divided into 4 groups: normal control
group (A group); high intraocular pressure model blank
group (B group); high intraocular pressure model with
GSTT treated group (C group); high intraocular pressure
model with Erigeron brevicapas hand mass ( EBHM)
treated group ( D group). High intraocular pressure
model was induced by 20g/ L methylcellulose injection
into the anterior chamber in B group, C group and D
group. D group was injected 5 mg/ kg GSTT and C group
was injected 4. 5mg/ kg EBHM and measured intraocular
pressure with Schiotz tonometer every day for 4 weeks.
The retina tissue superoxide dismutase ( SOD ) and
maleic dialdehyde(MDA) content were detected 28 days
later.
誗RESULTS: After glaucoma model of rabbit eyes were
established, the intraocular pressure during observation
period was maintained in 32-39mmHg; High intraocular
pressure model blank group and normal control group,
EBHM treatment group, GSTT treatment group were
compared, the differences of retina MDA, SOD content
had statistical significance (P<0. 05); numerical difference
between EBHM treatment group and GSTT group was
not statistically significant (P > 0. 05); EBHM treatment
group, GSTT treatment group and normal control group
were compared, the content of MDA in the retina was
still slightly higher (P<0.05), the content of SOD slightly
lower (P<0.05)
誗CONCLUSION: GSTT can effectively improve the retina
SOD activity of chronic high intraocular pressure in rabbit
and reduce the content of MDA, which has a protective
effect of persistent high intraocular retinal oxidative
stress.
誗KEYWORDS: gross saponins from tribulus terrestris L;
chronic high intraocular pressure; superoxide dismutase;
maleic dialdehyde; rabbits
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摘要
目的:观察白蒺藜皂苷对慢性高眼压兔 SOD 活性和 MDA
含量的影响,探讨其对兔慢性高眼压模型视网膜氧化损
伤的抑制作用。
方法:将 24 只健康新西兰白兔随机分为正常对照组(A
组),高眼压模型空白组(B 组),高眼压模型灯盏细辛
(erigeron brevicapas hand mass,EBHM)治疗组(C 组),高
眼压模型蒺藜皂苷(gross saponins of tribulus terrestris,
GSTT)治疗组(D 组);以 20g/ L 甲基纤维素前房注射建
立兔慢性高眼压模型,EBHM 治疗组实验兔每日耳缘静
脉推注 EBHM 注射液 4. 5mg/ kg,GSTT 治疗组实验兔每
日耳缘静脉推注 GSTT 针剂 5mg/ kg,连续用药 4wk 并每
日测眼压,于第 28d 摘取眼球检测兔视网膜组织中超氧
化物歧化酶(superoxide dismutase,SOD) 活性和丙二醛
(maleic dialdehyde,MDA)含量。
结果:兔眼造成青光眼模型后,其眼压在观察期内维持在
32 ~ 39mmHg;高眼压模型空白组与正常对照组、EBHM
治疗组、GSTT 组比较,视网膜中 MDA 和 SOD 的含量差
异有统计学意义(P<0. 05),EBHM 治疗组、GSTT 组之间
数值差异无统计学意义(P>0. 05),EBHM 治疗组、GSTT
组与正常对照组比较视网膜中 MDA 的含量仍略高(P<
0. 05),SOD 的含量略降低(P<0.05)。
结论:白蒺藜皂苷能有效提高慢性高眼压下兔视网膜中
SOD 活性,降低 MDA 含量,从而对持续性高眼压视网膜
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0 引言
摇 摇 青光眼是一种以进行性视神经损害和视野缺损为特
征的致盲性眼病,它导致视功能损害的病理基础是视网
膜神经节细胞的进行性凋亡及视神经纤维的丢失。 目前
对青光眼的治疗方法主要是通过药物或手术降低眼压,
以期达到保护视神经的目的,然而临床上很多病例在眼
压降至正常水平后仍不能阻止视功能的进行性损害,因
此如何阻止视网膜神经节细胞的死亡并有效保护和恢复
青光眼患者的视功能成为当前青光眼治疗的重点。 视网
膜是全身需氧量最多的组织之一,对缺氧极其敏感。 在
高眼压条件下缺血、缺氧造成组织损伤后会产生大量的
自由基,直接与脂质及核酸蛋白发生反应,并增加兴奋性
毒素的释放,加速神经元的死亡。 因此,阻止氧自由基的
生成及提高氧自由基的清除效率,阻止青光眼视网膜神
经节细胞氧化应激引起的损害是青光眼视神经保护治疗
的研究重点之一。 我们用蒺藜皂苷(gross saponins of
tribulus terrestris,GSTT)对慢性高眼压模型动物进行治
疗, 观 察 其 对 高 眼 压 状 态 下 视 网 膜 丙 二 醛 ( maleic
dialdehyde,MDA)与超氧化物歧化酶(superoxide dismutase,
SOD)变化的影响,以了解其对青光眼的治疗作用及其
机制。
1 材料和方法
1.1 材料摇 健康新西兰白兔 24 只,10 ~ 12 月龄,体质量
1.8 ~2.5kg,雌雄各半,由广东省医学动物实验中心提供
(许可证号:粤监证字 2008A049)。 用裂隙灯显微镜、直
接眼底镜检查眼前节及眼底无明显异常:外眼正常,结膜
无充血,角膜清亮,房水清亮,虹膜淡粉色,放射状纹理清
晰可见,瞳孔圆,晶状体正位,后节(-);以 10g/ L 丁卡因
滴眼液 表 面 麻 醉 后, Schiotz 眼 压 计 连 续 测 量 眼 压
3d,1 次/ d ,眼压均<21mmHg(1mmHg = 0. 133kPa)的动
物方可采用。 白蒺藜皂苷粉剂(购自吉林敖东洮南药业
股份有限 公 司)。 灯 盏 细 辛 ( erigeron brevicapas hand
mass,EBHM)注射液(购自云南生物谷药业有限公司)。
1.2 方法摇 将 24 只健康新西兰白兔随机分为正常对照
组(A 组),高眼压模型空白组( B 组) 和高眼压模型
EBHM 治疗组(C 组),高眼压模型 GSTT 治疗组(D 组)。
每组 6 只兔 12 眼。
1.2. 1 高眼压模型的制备摇 选用对眼压无明显影响的
3g/ L 戊巴比妥钠 1mL/ kg 肌注麻醉,眼部表面麻醉后,9颐00
位沿角巩膜缘内 1mm 抽出前房房水 0. 2mL 后,高眼压模
型眼等量注入 20g/ L 甲基纤维素,兔眼注射 20g/ L 甲基
纤维素后,外眼正常,睑结膜轻中度充血,球结膜混合充
血,部分结膜血管充血、迂曲、扩张,角膜轻度水肿、雾化,
前房加深,房水基本清亮,虹膜色淡,纹理不清,阶段性虹
膜萎缩,瞳孔扩大,晶状体在位。 如在实验周期中发现眼
压有所下降(即眼压低于 32mmHg),即予以模型眼前房
补注甲基纤维素0.1mL,使其观察期内眼压均维持在 32 ~
39mmHg
[1]。 维持高眼压状态达 4wk。 对照眼注入生理
盐水,均在 30min 后测量眼压。
1.2.2 给药摇 正常对照组正常喂养,不做任何处理。 高
眼压模型组造成高眼压模型。 EBHM 治疗组造成高眼压
模型,将给药组动物称质量,每日耳缘静脉给药 4. 5mg/ kg
(约等于成人用量),1 次/ d。 GSTT 治疗组正常喂养,制
成高眼压模型,将给药组动物称质量,GSTT 粉剂溶于生
理盐水中,每日耳缘静脉给药 5mg/ kg(约等于成人用
量),1 次/ d。 连续用药 4wk。
1.2.3 取材及标本制作摇 连续用药 28d 后,分别空气栓
塞处死兔子。 眼球 12颐00 位缝线标记后,立即完整摘除
(包括球后视神经 2mm),沿标记缝线-视神经连线对剖
眼球,去除眼内容物,分离视网膜及视神经,保存于-80益
冰箱待检 MDA 及 SOD 含量。
1.2. 4 眼压测量摇 采用 Schiotz 眼压计,分别于造模前
3d、造模后 30min、造模后每日测量眼压并记录,共计
1mo
[21。 测前校正眼压计,以避免人为误差。
1.2.5 各组兔眼超氧化物歧化酶(SOD)的检测摇 造模
后 4wk,称取组织重量,按重量体积比加入 19 倍生理盐
水制成 5% 的组织匀浆,2 500r/ min,离心 10min,取上清
组织匀浆, 用旋涡混匀器充分混匀,置 37益 恒温水浴
40min,加入显色剂考马斯亮蓝 1mL 并混匀,室温放置
10min,于波长 550nm 处,使用 1cm 光径 4mm 内径比色
杯,蒸馏水调零比色,采用 SOD 试剂盒(南京建成生物研
究所生产)检测
[3]。 计算公式(OD 为光密度):
蛋白含量
(mgprot/ mL)
= 测定管 OD 值-空白管 OD 值
标准管 OD 值-空白管 OD 值
伊
蛋白标准浓度
(0郾 563mgprot/ mL)
伊
样本测定前
稀释倍数
组织匀浆中 SOD
活力( U / mgprot)
= 对照管吸光度-测定管吸光度
对照管吸光度
衣50% 伊反应液总体积
取样量( mL)
衣
组织中蛋白含量
(mgprot/ mL)
1.2.6 各组兔眼丙二醛(MDA)含量的检测摇 取视网膜
组织加入 300滋L 冷生理盐水,用玻璃匀浆管在冰浴中匀
浆 3 ~5min,制成的组织匀浆 2 500r/ min,离心 10min,取
上清再用生理盐水 10 倍稀释后取样 50滋L 待测。 混匀,
静置 10min,于 595nm 波长,1cm 光径,蒸馏水调零,测定
各管 OD 值。 取上述剩余上清组织匀浆旋涡混匀器混
匀,试管口用保鲜薄膜扎紧,用针头刺一小孔,沸水浴
40min,取出后流水冷却,然后 3 500r/ min,离心 10min,取
上清,532nm 处,1cm 光径,蒸馏水调零,测各管吸光度
值。 采用 MDA 试剂盒(南京建成生物研究所生产) 检
测
[4]。 计算公式(OD 为光密度):
蛋白含量
(mgprot/ mL)
= 测定管 OD 值-空白管 OD 值
标准管 OD 值-空白管 OD 值
伊
蛋白标准浓度
(0郾 563mgprot/ mL)
伊
样本测定前
稀释倍数
组织 MDA 含量
( nmol/ mgprot)
= 测定管吸光度 - 管白管吸光度
标准管吸光度 - 对照管吸光度
伊 标准品浓度
( 10 nmol/ mL)
衣
待测样本蛋白含量
(mgprot/ mL)
摇 摇 统计学分析:实验数据以均数依标准差(軃 x依s)表示,
使用 SPSS 13. 0 软件包统计分析,采用独立样本 t 检验,
以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 各组兔眼不同时间眼压测量值摇 各组兔眼不同时间
眼压值比较,均具有显著统计学意义(P<0. 01,表 1);造
模前及造模后不同时间比较,差异具有显著统计学意义
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分组 n(眼) 造模前 造模后 30min 造模后 2wk 造模后 4wk
对照组 12 12. 6依1. 1 33. 4依3. 0 12. 4依1. 5 12. 9依1. 2
模型组 12 11. 6依1. 1 37. 6依2. 8 38. 4依2. 9 38. 9依2. 4
EBHM 组 12 13. 0依1. 6 38. 1依2. 4 38. 1依2. 7 38. 4依2. 9
GSTT 组 12 13. 4依1. 8 37. 3依2. 4 38. 7依3. 1 37. 8依2. 7
(P<0.01);造模后2wk 与造模后4wk 比较,差异有显著统
计学意义(P<0. 01)。 四组用同样方法造模,但 A 组兔眼
前房注射生理盐水,B,C,D 组注射甲基纤维素,在注射后
30min,各组眼压均升高,但 A 组兔眼的生理盐水经循环代
谢后,眼压降至正常,而 B 和 C 组眼压仍持续在高水平。
2.2 各组兔眼超氧化物歧化酶含量的变化摇 各组兔眼
SOD 含量的变化见表 2。 除正常对照组外,兔视网膜中
SOD 含量均减少,各组间差异有统计学意义(P<0郾 05)。
模型组与正常对照组比较,视网膜中 SOD 的含量差异有
统计学意义(P<0. 05)。 给药组与模型组之间,数值差异
有统计学意义(P<0. 05)。 造模后 28d,正常对照组的兔
视网膜神经节细胞中 SOD 的含量高于模型组及 EBHM 治
疗组、GSTT 治疗组(P<0. 05);药物治疗组的兔视网膜神
经节细胞中 SOD 的含量高于模型组(P<0郾 05);两组药物
治疗组的 SOD 含量无统计学差异(P>0. 05);EBHM 及
GSTT 都可以提高慢性高眼压视网膜 SOD 的活性。
2.3 各组兔眼丙二醛含量的变化摇 除 A 组外,兔视网膜中
MDA 含量均增加,B 组与 A 组比较,视网膜中 MDA 含量
差异有统计学意义(P<0. 05)。 B 组与 C 组、D 组之间数
值差异有统计学意义(P<0. 05)。 C 组与 D 组之间数值差
异无统计学意义(P>0. 05)。 C 组、D 组与 A 组比较视网
膜中 MDA 含量略增加(P<0. 05)。 造模后 28d,模型组及
EBHM 治疗组、GSTT 治疗组的兔视网膜神经节细胞中
MDA 的含量高于正常对照组 (P<0. 05);模型组的兔视网
膜神经节细胞中 MDA 的含量高于药物治疗组(P<0郾 05);
两组药物治疗组的 MDA 含量无统计学差异(P>0郾 05);
EBHM 及 GSTT 都可以降低慢性高眼压视网膜 MDA 的活性。
3 讨论
摇 摇 中药蒺藜是指蒺藜科蒺藜属植物蒺藜 ( Tribulus
Terrestris L. )的果实,具有破症瘕积聚、补肝肾、平肝潜阳
等功效。 实验用 GSTT 是从蒺藜地上全草中提取的有效
成分之一,是以甾体皂苷为主的十多种皂苷的混合物,主
要包括呋甾醇和螺甾醇两类皂苷,为黄色粉末,易溶于
水
[5,6]。 研究表明刺蒺藜多糖可通过清除自由基和抗脂
质氧化,对鼠脾细胞 DNA 损伤具有保护作用。 EBHM 具
有改善视神经轴浆运输
[7],抑制缺血诱导神经元凋亡的作
用
[8]。 氧自由基对青光眼发病具有关键性作用,一般来
说,自由基通过 4 种途径损害机体:(1) 核糖亚链断裂;
(2)蛋白多肽链断裂;(3)脂质过氧化作用;(4)能量代谢
障碍
[9]。 视网膜神经节细胞富含不饱和脂肪酸,易受到自
由基的攻击,同时自由基可促使兴奋性毒素的释放,两者
共同作用对细胞有毒性,引起 RGCs 的凋亡。 有效地清除
视网膜中氧自由基,就可以对视网膜神经节细胞起到保护
的作用。 脂质过氧化是自由基攻击不饱合脂肪酸引起的。
视网膜光感受器细胞外节膜盘中含有大量的多价不饱合
脂肪酸,因而极易受到过氧化作用的损伤。 MDA 是自由
基脂质过氧化反应最终代谢产物,测定 MDA 的含量可以
反映机体内脂质过氧化的程度,间接反映出自由基对组织
表 2摇 各组造模后 28d SOD 含量的变化 (軃 x依s,U/ mgprot)
分组 n(眼) SOD
对照组 6 88. 58依3. 08
模型组 6 46. 78依2. 35
EBHM 组 6 66. 21依2. 89
GSTT 组 6 67. 31依3. 01
表 3摇 各组兔眼造模后 28d MDA 含量比较(軃 x依s,nmol/ mgprot)
分组 n(眼) MDA
对照组 6 7. 015依0. 344
模型组 6 18. 009依0. 276
EBHM 组 6 12. 121依0. 269
GSTT 组 6 13. 153依0. 266
细胞的损伤程度;SOD 是自由基清除剂,测定 SOD 的含量
可以反映自由基的清除能力
[10,11]。 本实验以 EBHM 作为
对照药物,旨在证实白蒺藜皂苷具有保护视网膜神经节细
胞、抑制其凋亡的作用。 本实验表明,在慢性高眼压持续
状态下视网膜中 SOD 活性显著下降,MDA 含量明显升高,
由此提示自由基损伤可能在青光眼的视网膜损伤中起重
要作用。 GSTT 与 EBHM 虽然无降眼压的作用,然而能有
效地提高慢性高眼压视网膜的 SOD 活性,降低 MDA 含
量,从而清除自由基,达到保护视网膜功能的作用。 我们
将白蒺藜皂苷应用于清除视网膜中的氧自由基,检测其
S0D 活性和 MDA 含量变化,了解其抗视网膜细胞 DNA 氧
化能力,对临床有重要的指导意义,其可作为青光眼视神
经保护候选药物之一,具有良好的临床应用前景。
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